动物 学 研究 2000, Oct. 22 (5): 392 - 396 
Zoological Research 


ПППП http//www.cqvip.com 


CN 53 – 1040/0 ISSN 0254 - 5853 


两 个 金 环 蛇 蛇 毒 磷脂 酶 A. 基因 的 克隆 与 序列 报道 
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ЖЖ. SU Pv FREE Bungarus Jusciatus 128 ER rp fd В RNA .经 mR Fl (Ef X] ed Y ЕНЕ НЕ cDNA X 
HO НЕН ЗЕРЕ ЕНЕ ЫНЫ AS ІНГЕН НЕСІНЕ ЕЕ ,得 到 2 ТЕЛЕЕ A, 基因 . 测 
定 两 者 序列 ,其 cDNA fl] EE 7) 435 bp , 编 玛 145 个 氨基 酸 的 砚 脂 本 А. НИЕ, Erb pud 27 АСАН UIT f 
号 及 .118 个 氨基 酸 组 成 的 成 熟 重 白质 :两 者 均 属于 第 ARE A*, 其 等 电 点 丝 计算 机 软件 推算 分 别 为 7.96 和 
7 95。 恨 据 序 列 比较 分 析 ,这 2 PDI А 基因 所 编码 的 蛋白 质 序 刑 结构 均 扩 别 于 已 报道 的 金 环 蛇 蛇毒 礁 脂 酶 
A;,R 2 TH em FPE ЫНА А. ol and ЛЕЛ ЕРЕ ИНЕ A. 1 (Bf-PLA: [ 230 Se FP EG PREIS А- U (BIE 


PLA; [l ?, 


Xi. 金 环 蛇 ; VERRE AS cDNA; 序列 分 析 
中 图 分 类 号 : 0959.6'2, 071 


磷脂 酶 Ai( phospholipase As, EC 3.1.1.4, MPR 

为 PLA;) 能 催化 甘油 磷脂 的 第 2 位 脂 酰 键 的 水 解 ， 
生成 溶血 磷脂 和 脂肪 酸 。PLA: 按照 它 的 来 源 可 以 
分 为 外 分 泌 性 磷脂 诲 А (БРА УЫ ETE REHE NE А, 
(еРІААҚ Kramer et al .1986) ,其 中 sPLA、 是 小 分 子 
量 的 水 溶性 重 白质 (一 般 分 子 量 都 在 14 kDa 左右 )， 
主要 存在 于 动物 的 胰 脏 和 蛇 的 毒液 中 ，PLA; ТЕ 
毒 中 有 着 广泛 的 来 源 ,但 其 含量 和 活性 在 不 同 蛇 毒 
中 有 较 大 的 差异 (van den Bergh et al .,1989)- 由 于 
蛇毒 PLA; 具有 特殊 的 药理 . 毒 理 和 生化 性 质 , 且 热 
稳定 性 好 ,因此 它 也 是 蛇毒 中 研究 较为 广泛 深信 的 
-种 酶 . 蛇毒 PLA; 除了 基本 的 酶 活性 外 ,还 具有 

多 种 生物 活性 ,例如 :神经 毒性 (Bouchier et al., 
1991) .肌肉 毒性 (Diaz er aL. ,1991) .溶血 活性 ( Babu 
& Gowda, 1991) 和 抑制 血小板 聚集 活性 (Chen ег 
地 .,1987) 等 - 在 | 种 蛇毒 中 往往 含有 PLA: 的 多 种 
42048, PLA; 这 种 多 样 性 对 于 在 捕食 时 通过 相互 之 
间或 者 与 其 他 的 蛇毒 蛋白 质 发 生 协 同 作用 具有 重要 
意义 。 金 环 蛇 ( Bungarus fasciatus } 属 于 眼镜 蛇 科 {下 - 
lapidae) 环 蛇 属 ( Bungarus ) ,分 布 于 中 国 南部 及 东南 
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EEK. PLA. (c & Veit dire ve ARENA.. 36 
今 为 止 ,已 有 6 种 不 同 的 PLA: 蛋白 质 的 全 序列 被 测 
定 (Lu & Lo, 1978, 1981; Liu et ul., 1988, 1989, 
1992) , 坦 对 其 基因 序列 却 未 见报 道 ， 本文 首 次 报道 
金 环 蛇 蛇 毒 РГА: 的 基因 ,而 且 这 2 个 PLA; 基因 所 
编码 的 蛋白 序列 结构 均 区 别 于 已 报道 的 金 环 蛇 蛇 毒 
PLA;, 是 2 个 新 的 金 环 蛇 蛇 毒 PLA, 对 深信 研究 蛇 
毒 PLA: 结构 与 功能 的 关系 .基因 进化 等 具有 重要 
的 音义. 


1 材料 与 方法 


1.1 材 料 

金 环 蛇 采 自 广 西南 于 。mRNA ЗЕТА ЕН 
为 PRDMEGA 公司 的 产品 ，SuperScript™ 质粒 cD- 
NA 文库 构建 试剂 盒 为 GIBCO/BRL 公司 的 产品 ， 
Max DH101B 感受 态 宿主 菌 为 Takara 公司 的 产品 ， 
PCR 反应 域 剂 使 为 Takara 公司 的 产品 ， 其 他 试剂 
为 进口 或 国产 分 析 纯 试剂 。 
1.2 ЖЕНЯ cDNA 文库 构建 

金 环 蛇 断 头 后 ,立刻 取出 毒 腺 并 勾 浆 ， 用 异 硫 


本 文 的 核酸 序列 已 提交 美国 Genebank КІР, 5-05 AF387594, AF387595 


(LI 通讯 联系 人 ，E-mail : zhange G mal. kyz. ac. en. 


ПППП http//www.cqvip.com 


s 期 查 红 光 等 ; PODER pApGEREHEBE A 基因 的 克隆 与 序列 报道 393 











握 酸 县 热 酚 法 抽 提 总 RNA .经 oligo(dT)n 亲 和 柱 纯 
化 得 到 mRNA cDNA 文库 构建 方法 主要 参照 CTB- 
CO/BRL 公司 所 提供 的 文库 构建 试剂 盒 说 明 书 进 
行 。 逆 转录 所 纯化 的 mRNA 合成 cDNA .选择 大 于 
300 bp 的 双 链 cDNA 组 份 ,5' 端 接 上 SaL I 接头 , 酶 
解 后 得 到 5' 端 为 Sat 1,3 3829. Not 工 的 双 链 cDNA 
并 克隆 至 pSPORT 1 AE, 含有 外 源 ОМА 的 载 
体 转 化 到 Max DH101B 宿主 菌 中 . 共 得 到 4 x 10* 个 
转化 子 。 
1.3 喜 核 苷 酸 的 合成 

根据 已 发表 的 眼镜 蛇 科 蛇毒 PLA; (Danse et 
al .,1990; Danse, 1994: Pan е? al,,1994a,b) 保 守 的 
5' 端 和 3 ' 端 非 翻译 区 序列 .设计 并 于 自动 DNA 合成 
仪 (AB1,381A 型 ) 上 合成 正 向 引物 P5:5' - ТІСТ- 
GTCTCCCTCTTAGGAG - 3'; Rz pg 9| 49 Jg Р3: 5' – 
GCCTCTCAAATATCATTGGC - 3', 用 于 cDNA 文库 
筛选 过 程 中 的 PCR 反应 。 
1.4 阳性 克隆 的 筛选 

利用 PCR 法 进行 文库 中 PLA; 基因 的 筛选 (Is- 
rael ,1993)。 用 所 合成 的 1 3 REB E ES PS 和 P3 fF 
为 PCR 反应 的 引物 ,反应 条 件 为 9276 EE 15 в, 
55'CiB Ж 256,725 SIE HB 25 s. 共 进行 35 个 循环 ,最 
后 727C fif 10 min. ВАСЕ НЕ ЈАН cDNA X 
库 , 然 后 用 含 100 ug/mL 氨 葵 青霉素 的 LB 培养 基 稀 
释 至 适当 的 细菌 浓度 (大 约 500 个 细菌 /mL) ,用 于 
ВА: Е 96 孔 培 养 板 上 按 8 x 8 方式 铺 板 ( 共 
64 1L,f$fL 100 pL) 375 培养 过 夜 。 按 行列 分 别 
合并 细菌 培养 液 . 有 16 个 祥 品 进行 PCR 鉴定 。 交 
义 阳性 孔 细 菌 样品 被 稀释 至 约 30 个 细菌 /mL, 同 上 
方法 继续 在 96 孔 培养 板 上 按 8 x 8 方式 铺 板 培养 进 
入 第 2 轮 筛选 。 由 此 出 现 的 交叉 阳性 孔 细 万 样品 在 
Ё 100 р/т SPESE] LB. 固体 培养 基 上 培养 . 
挑选 单 克 隆 进 行 PCR 鉴定 ,确认 的 阳性 克隆 用 于 测 
Е. 
1.5 DNA 测序 

采用 Sanger ARA ОМА 测序 法 ， 对 阳性 克隆 
进行 双向 测序 ， 疯 读 校 正 测序 结果 。 采 用 Clntal V 
软件 进行 序列 计算 机 比较 分 析 。 


2 结果 与 讨论 


2.1 金 环 蛇 PLA; 基因 的 克隆 及 序列 
通过 上 述 PCR ОАА ЕЕ ЕЕЕ cD- 
NA 文库 中 的 PLA? 基因 .获得 多 个 PCR 反应 阳性 克 








隆 。 以 位 于 pSPORT 1 载体 上 的 T; 和 SPs ЖЕДЕ 
作为 测序 引物 .对 阳性 克隆 进行 双向 测序 分 析 , 结 果 
获得 2 种 不 同 的 PLAs 基因 ,cDNA 序列 及 推导 出 的 
氨基 酸 序列 见 图 1(a,b)。 这 2 个 cDNA 的 阅读 框 均 
为 435 bp .编码 145 个 氨基 酸 的 磷脂 酶 A, 前 体 , 其 
中 包括 27 个 氨基 酸 组 成 的 人 情 号 肽 ,118 个 氨基 酸 组 
成 的 成 熟 重 白质 ,分 别 命名 为 HL-PLA, І ЖІ Bf-PLA; 
П. 
2.2 序列 分 析 与 讨论 

目前 文献 中 虽然 没有 金 环 蛇 蛇 毒 PLA。 的 基因 
序列 报道 .但 已 有 6 个 金 环 蛇 蛇 毒 PLA; 的 蛋白质 化 
学 法 测定 的 氨基 酸 序 列 报道 ,分 别 为 金 环 蛇 蛇毒 毒 
ЖҮ -3(toxin V-3) 4 FREE BE HERE V - 2 (toxin 
V -2) d PP E E BER IV (toxin. IV ) 、 金 环 蛇 蛇 毒 碱 
性 磷脂 酶 A X (basic PLA; X ), Ж dc Bip ERE 
脂 酶 Aal (neutral PLAzTI 181 d FREE & E PE IE ЙЕ A. 
[812835 (PLA, homolog) (Lu & Lo. 1978, 1981; Lin et 
al.,1988,1989,1992), 1% BI-PLA; 工 和 ВЕРІ.А, ПІ 
的 氨基 酸 序列 与 现 已 发 表 的 上 述 金 环 蛇 蛇毒 PLA: 
蛋白 质 的 全 序列 进行 比较 {图 2), 可 得 以 下 结果 :他 
本 文 所 报道 的 2 个 eDNA 序列 均 为 蛇毒 PLA. 的 完 
整 基因 ,可 编码 完整 的 蛇毒 PLA; 蛋白 质 前 体 ,其 中 
包括 27 个 氨基 酸 组 成 的 信和 号 肘 和 118 个 氨基 酸 组 
成 的 成 熟 酶 蛋白 ,与 已 知 金 环 蛇 蛇 毒 PLA; 大 小 完 
全 一 致 。 且 其 中 均 含 有 保守 的 14 个 半 胱 氨 酸 (形成 
7 对 二 硫 健 ) 和 对 酶 活性 重要 的 第 48 位 天 门 冬 氨 酸 
(Ami & Ward,1996). 这 也 表明 经 cDNA c HE iffi ik 
出 的 基因 序列 是 完全 可 对 的 . 仿 由 于 我 们 是 根据 腿 

Жі STREEKS А, IT 和 下 与 其 他 已 知 金 环 蛇 
蛇毒 磷脂 族 A; 蛋白 质 序列 同 源 性 比较 

Table 1 Amino acid sequence identities among Bungarus 


Jasciatus phospholipase Аҙ I and Л and other 
known Bungarus fasciatus venom phospholipase 








Ав 
38 ELI RF A ФЕ 
(percentage of amino 
ЯЕ acid identity) 
БЫНЫ ASI ӘНМЕН ALI 
(PLAI? — (РІА П? 
БИН A, T (PLAI) — 91.5 
PHI A П (PLA I? 91.5 LÍ 
ЖЖҰУ-Зйюкіп V -3) 95.8 90.7 
SX V -2{torin У-2) 94.9 91.5 
ЖЖ ПУ toxin IV? 89.0 94.9 
碱 性 磷脂 栈 A X (basie PLA, X ? 84.7 79.7 
ФРЕЕ ДЕЕ А, Ш (neutral РІ.А-ІГ) 61.0 58.5 
ҰНЫ А. El RH PLA, homolog) 58.5 59.3 
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(а) 1 CAGAGACAAA 
11 ATGAATCCTGCTCACCTTCTGGTCCTGTTGGCAGTTTGTGTCTCCCTCTTAGGAGCTGCC 
-27 M N P A H L L V L ГІ A V C V S L ІІ СА A 
TL AACATTCCTCCACAGCCTCTCAACCTCCTTCAGTTCAAAAACATGATTCAATGTGCCGGC 
-7 N I P P QP L NL LO FxK NM IQCAGO 
131 TCTCGACTTTGGGTGGCTTATGTGAAGTACGGTTGCTACTGCGGCCCAGGAGGTACTGGG 
14 S R L W V А Y V K " G C Y ССР 8 G Т С 
191 ACACCGTTAGACCAGTTGGATAGGTGCTGCCAGACTCATGACCACTGCTATGATAACGCC 
34 T P L D Q L D R C CQ T H DH C Y DNA 
Piopi ААААААТТТСОСТААТТСОСАТССССТАСТТСААСАСТТАТСААТАСАССТСТААТАААССС 
54 K K F G N C I P Y F K T Y E Y T C NKP 
311 GACCTCACCTGCACAGATGCCAAAGGTAGTTGTGCACGTAATGTCTGTGATTGTGACCGC 
74 D L T C T D A EK 6 8 C. A E MH V C D C D в 
371 GCAGCAGCCATCTGCTTCGCCGCAGCACCTTACAACTTGGCAAATTTCGGTATCAACAAA 
94 A АА I C E A A A P YN L A МЕ G 7 NK 
431 GAGACACATTGCCAATGATATTTGAGAGGCTTCAGCGCAAGGATGTGGCACTTACTCATC 
114 E T H C Q 
491 TGCGTGTGGCAACTCTCGGACGGGCCTCTATTATATATATAATAGAAAATTATATATATA 
551 TAATTTTTAAAAAACAAARGGGAACTGTTTCCTGAACAATAAAAGTGAGGCACCGATACC 
611 CATTTAAAAAAAAAAAAAAAAAAA -ро1у(А) 

(b) : AA 
3 ATGAATCCTGCTCACCTTCTGGTCCTGTTGGCAGTTTGTGTCTCCCTCTTAGGAGCTGCC 
-27 МЫР АН L L V L L A V C V S ІІ ІІ С A A 
53 AACATTCCTCCACAGTCTCTCAATCTCCTTCAGTTCAAAAACATGATTGAATGTGCCGGC 
-7 N I P P Q S LNL L Q F K ЫМ I E C A С 
123 ACTCGAACTTGGATGGCTTATGTGAAGTACGGTTGCTACTGCGGCCCAGGAGGTACTGGG 
14 T R T W M A Y УК Y G C Y C СР G G T 6 
183 ACACCGTTAGACGAGTTGGATAGGTGCTGCCAGACTCATGACCAGTGCTATGATAACGCC 
34 T P L D E L D RC CQ T HDQ C YDNA 
263 AAAAAATTTGGTAATTGCATCCCCTACTTCAAGACTTATGTATACACCTGTAATAAACCC 
54 K K F G N C I P Y F K T Y V Y T C N K P 
323 GACATCACCTGCACAGGTGCCAAAGGTAGTTGTGGACGTAATGTCTGTGATTGTGACCGC 
74 D IT C TG A KG S C G R NH V C D C D R 
383 GCAGCAGCCATCTGCTTCGCCGCAGCACCTTACAACTTGGCAAATTTCGGTATCBAACAAA 
94 ААА I СЕ A A A P Y N L A NH F С INE 
443 GAGACACATTGCCAATGATATTTGAGAGGCTTCAGCGCAAGGATGTGGCACTTACTCATC 
114 E T H C Q 
503 TGCGTGTGGCAACTCTCGGACGGGCCTCTATTATATATATAATAGAAAATTATATATATA 
563 TATATATATATAATTTTTAAAAAACAAAAGGAACTGTTTCCTGAACAATAAAGTGAGGCA 
623 CCGATACCCAAAAAAAAAAAAAAAAAA -ро1у(А) 


1 人 金 环 蛇 蛇毒 磷脂 酶 A, I 和 完整 的 cDNA 序列 及 推定 的 氨基 酸 序列 
Fig.1 Complete nucleotide sequences and deduced amino acid sequences of novel phospholipase Аҙ» 
I and 1 from Bungarus fasciatus 

(Ca ERR A, T (PLA; Т): (ЬН Az IT (PLA: I) 

核酸 序列 方向 为 正 向 { 由 5’ 端 到 3' 端 ) ЛЕТ УНО а О ЛЕ, НЕН PL UL BEES RE m LAE Е Ваа UA 
成 部 蛋白 NN 端 为 1 йн, Шроу АННВ XX SE LE ERU Т CREDE Н Eo (The nucleotide residues are numbered in the 5” 
to 3” direction, Beneath the nucleotide sequence is the deduced amino acid sequence encoded by the open reading frame ,The putative 
signal sequence is shown in italics. The polyadenylation signal and stop codon are shown iu bold type); 
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дб A» IPLA; 1) (1)  NLLQFKNMIQCAGSRLWVAYVKYGCYCGPGGTGTPLDQLDRCCQTHDHCYDNAKKFGNCI 
A RES A; (PLA 10) [1} E TTM E Q 
de У-%Төкіп У-3) (1) 

d У-2Төхіл V2) {1} Q 

Ф IV (Тохіл 1V) {1) Y E TTL E 

жон AERR BE А. X (Basic PLA; X) {1} Y T N K S Vv в KN 
ФАЙЛА А Ш (Neutral PLA2 Ш) (1) Е TSTD S Қ S V L KV D GDE IPKK 
A BRE А, El & 46 (PLA; homolog) (11 ММ SV TSTPLD D NODI E AN TER РЕА 
AERE A, (PLA: П) (61) PYEKTYEYTCNKPDLTCTDAKGSCARNYCOCORAAAICFAAAPYNLANFGINKETHCO 
355% A, IPLA ID (61) V I G G 

d V-3[Joxin V-3) (61) I GT D K 

$£ Ұ-2(Тохіл V-2) (61) I GT D K 

毒素 IV (Toxin IV) (61) L v I G ст K 
айя А; X (Basic PLA; X) (61) S N R ТЕЕ 5 к K 
PE AE RR А- Ш (Neutral PLA: Ш) (61) 5 D SEGK  KADNDE AFIN V G DN M DSK R 
Жі A E) & (РСА: homolog} (61) Y 65  SGCTI NADNDE AS N T L G QN бур, R 


图 2 ФУЕН А, ТИП KC 


Шежін А) 蛋白 质 序 列 比较 


Fig.2 Alignment of the amino acid sequences of novel phospholipase Azs I and 1 from Bungarus fasciatus (B{- 
PLAz I , ВІ-РІ.А- П ) and those of other known Bungarus fasciatus venom phospholipase Azs 
Fjrp S8 3 ER БЕИТ рУ ЫЕ Н РЕЗ One leter abbreviation of amino acd residues are used. The numbering 1 


based on the sequence of each prolein)- 


镜 蛇 科 中 已 知 的 PLA? 基因 序列 5 39 81 3 3 JE SB HE 
区 设计 筛选 克隆 的 PCR 引物 ,并 从 我 们 所 构建 的 金 
环 蛇毒 腺 cDNA 库 中 筛选 得 到 了 2 个 PLA: 基因 ;这 
也 提示 眼镜 蛇 科 PLA; 基因 3$ 端 和 3' 端 非 翻译 区 在 
进化 过 程 中 是 相当 保守 的 ,为 今后 对 蛇毒 PLA 基因 
分 子 进 化 的 研究 提供 了 一 些 客观 资料 。@@Bf-PLA;, 
I A Bf-PLA; 开 与 已 知 全 序列 的 6 种 金 环 蛇 蛇 毒 磷 
EE A 有 较 高 的 同 源 性 ,最 高 可 达 95.8% ,最低 也 
有 58.5%( 表 1), 但 没有 完全 相同 的 。 由 此 说 明 即 
使 是 在 单一 的 蛇 种 之 中 .磷脂 酶 A; 也 具有 较 多 的 变 


异体 。 金 环 蛇 蛇 毒 PLA. 在 分 类 上 均 属 于 第 一 类 拜 
脂 酶 А-(Пауій & Edward ,2000) , 且 已 知已 分 离 鉴定 
的 各 种 PLA; 在 酶 活性 及 其 他 生化 性 质 上 有 较 大 的 
差异 (Chang et a1.,1983: Gong et al..1989; Liu et 
al. 1992) 我 们 的 工作 首次 报道 了 金 环 蛇 蛇毒 
PLA; 的 cDNA 序列 ,并 发 现 了 2 种 新 的 金 环 蛇 蛇 毒 
PLA; 的 变异 体 ,这 无 疑 为 今后 研究 蛇毒 PLA; 基因 
的 多 样 性 ,基因 的 进化 以 及 眼镜 蛇 科 的 系统 发 育 提 
供 了 更 多 的 信息 ,对 深入 研究 蛇毒 PLA? 结构 与 功能 
的 关系 ,蛇毒 中 毒 机 制 等 也 具有 重要 的 意义 。 
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Cloning of cDNAs Encoding Two Novel Phospholipase A;s 
from Bungarus fasciatus 


ZHA Hong-Guang ZHANG Yun? 
{ Kunming Institute of Zoology, the Chinese Academy of Sciences, Kunming 650223, China) 


Abstract: The total mRNA was prepared and purified 
from the venom glands of snake Bungarus fasciatus. А 
cDNA library of the venom glands was then constructed 
using reverse transcription. Two cDNAs encoding two 
novel phospholipase Аҙ, named as Bungarus fasciatus 
phospholipase Аз I (Bf-PLA; I ) and Bungarus fas- 
ciatus phospholipase Аҙ П (Bf-PLA; П ) respectively, 


were screened out by polymerase chain reaction and se- 


quenced. Both cDNAs have an open reading frame of 
435 bp, encoding a 145 amino acid phospholipase A; 
precursor composed of a 27 amino acid signal peptide 
followed by 118 amino acid mature protein. The two 
cloned phospholipase Аҙ belong to Group I phospholi- 
pase Аз. Their primary structures are different from 
known Bungarus fasciatus phospholipase Azs. 
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